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1 Johdanto 
 
 
Bilirubiini on elimistössä muodostuva yhdiste. Hemoglobiinin hemi on happea 
sitova rakenneosa, joka vapautuu punasolun hajoamisessa. Elimistössä hemis-
tä muokataan entsymaattisesti bilirubiinia. Bilirubiini poistetaan elimistöstä mak-
sassa, joka muuttaa sen osaksi sappea. Sapen mukana bilirubiini päätyy ruu-
ansulatuskanavaan ja sitä kautta pois elimistöstä. (Kaukua & Mustajoki 2008.) 
 
Laboratoriotutkimuksissa on tärkeää, että näyte on laadukas. Preanalyytiset 
tekijät vaikuttavat myös bilirubiinin tuloksiin. Näyte on hyvä ottaa aamulla, koska 
pitoisuus on silloin korkeimmillaan. Näytteen hemolyysillä ja lipeemisyydellä on 
myös vaikutusta tuloksiin. (Matikainen, Miettinen & Wasström 2010, 19-20.) Bili-
rubiinin kannalta näytteen valolta suojaaminen on tärkeää, koska se hajoaa val-
koisessa ja UV-valossa (Ashwood &Burtis 1999, 1136). 
 
Nykyisin useimpien laboratorioiden työohjeissa kehotetaan suojaamaan valolta 
näyte, josta määritetään bilirubiinin pitoisuus. Valon vaikutusta bilirubiiniin labo-
ratorioympäristössä ja myös näytteen suojaamistarvetta ryhdyttiin epäilemään. 
Tutkimuksen tuloksia voidaan käyttää laboratorion toiminnan kehittämiseen. 
(Islab 2012.)Tämän opinnäytetyön tarkoituksena oli tutkia valolta suojauksen 
merkitystä laskimoverinäytteen plasmasta määritettävän kokonais-bilirubiinin 
pitoisuuteen. Toimeksiantajana toimi Itä-Suomen laboratoriokeskuksen liikelai-
toskuntayhtymä, Mikkelin aluelaboratorion kliinisen kemian laboratorio. Liittees-
sä 1 on esitetty toimeksiantosopimus työstä. Näytemateriaali oli kerätty aluela-
boratorion asiakkailta. Työ ja mittaukset suoritettiin myös aluelaboratorion tilois-
sa. 
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2 Bilirubiini 
 
 
Bilirubiini on sappinesteen oranssin-keltainen väripigmentti, jota syntyy hemo-
proteiinien hajoamisessa. Noin 85 prosenttia päivittäin muodostuvasta biliru-
biinista on peräisin hajonneiden punasolujen hemi-osasta. Bilirubiinia muodos-
tuu elimistössä noin 250 - 300 mg päivässä. (Ashwood & Burtis 1999, 1133 - 
1134.) Terve maksa pystyy metaboloimaan bilirubiinia kymmenkertaisen mää-
rän päivittäisen muodostumismäärään nähden. Bilirubiinipitoisuutta plasmassa 
käytetään yleensä maksan toiminnasta kertovana laboratoriomäärityksenä. 
(Marshall 1995, 74.) 
 
Punasolun elinikä terveellä ihmisellä on keskimäärin 120 vuorokautta. Pu-
nasolun hajotessa hemoglobiini siirtyy elimistön retikuloendoteliaalijärjestel-
mään (RES), jossa hemoglobiinin rauta ja proteiiniosien aminohapot saadaan 
talteen ja uudelleen käyttöön. Hemi-osa katabolisoidaan bilirubiiniksi. (Penttilä 
2004, 233.) 
 
Retikuloendoteliaalijärjestelmä toimii pääasiassa elimistön maksassa, pernassa 
ja luuytimessä. Näiden elinten sinusoidirakenteissa toimii 40–50% solukannasta 
koostuva makrofagi-ryhmä. Pernan makrofagit ja maksan Kupffer-solut sekä 
maksasolut määräävät nopeuden, jolla hemiä muunnetaan bilirubiiniksi. (Jandl 
1987, 89 - 90.) 
 
Hemiä hajotetaan ihmiselimistössä mikrosomaalientsyymisellä menetelmällä, 
johon tarvitaan NADPH:ta ja O2:ta. Ensimmäinen tapahtuva reaktio on hapetus-
reaktio, jossa hemioksidaasi-entsyymi hapettaa hemin. Näin saadaan avattua 
hemin rakenne ketjumaiseksi ja irrotettua rautaa. Reaktiossa muodostuu myös 
CO:ta. Tähän reaktioon vaaditaan O2:ta. Ilman sitä reaktiota ei tapahdu. Uuden 
yhdisteen nimi on nyt biliverdiini. Biliverdiini pelkistyy bilirubiiniksi, jos reaktioon 
on saatavilla NADPH:ta. Biliverdiinin pelkistää biliverdiinireduktaasi, ja lopputu-
loksena on bilirubiini (kuva 1).Bilirubiinia muodostuu myös myoglobiinista ja sy-
tokromista. (Ashwood & Burtis 1999, 1134.) 
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Kuva 1. Hemin hajoaminen bilirubiiniksi mukaillen Benhamou, Blei, Reichen, 
Rizzetto & Rodés 2007. 
 
Tämän vaiheen bilirubiinia kutsutaan vapaaksi bilirubiiniksi. Vapaa bilirubiini on 
rasvaliukoinen ja liukenee siis huonosti veteen, eikä sitä siksi pystytä erittämään 
esimerkiksi virtsaan. Rasvaliukoisuutensa ansiosta vapaa bilirubiini pystyy lä-
päisemään elimistön solukalvoja. (Mayne, Pannall & Zilva 1990, 289.) 
 
Sisällä solussa bilirubiini pystyy mahdollisesti olemaan elimistölle toksinen ja 
aiheuttamaan vahinkoa jopa aivoille. Jotta vältettäisiin vapaan bilirubiinin pääsy 
soluihin ja aivoihin, se sidotaan plasman albumiiniin proteiinisidoksella kuljetus-
ta varten. Sidottu bilirubiini ei ole vaarallista, koska proteiini-sidos estää solukal-
vojen läpäisyä. Vapaan bilirubiinin määrä plasmassa voi kuitenkin nousta, jos 
sen määrä ylittää plasman albumiinin konsentraation. (Mayne ym. 1990, 289.) 
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2.1 Bilirubiinin metabolia 
 
Albumiinin tehtävänä on siis kuljettaa bilirubiinia metaboloitavaksi maksaan. 
Maksassa albumiinin ja bilirubiinin välinen sidos puretaan ja bilirubiini ohjataan 
maksasoluun. Bilirubiini sitoutuu solukalvon ligandiin päästäkseen sisään mak-
sasoluun. (Mayne ym. 1990, 289 - 290.) 
 
Sisällä solussa bilirubiini kuljetetaan sileään solulimakalvostoon, jossa siihen 
liitetään glukuronihappo. Kun bilirubiinimonoglukuroni poistuu maksasolusta, 
liitetään tähän usein toinenkin glukuronihappo. Nämä tapahtumat voivat tapah-
tua vain, jos paikalla on vapaasti virtaavaa sappea. Glukuronihappojen liittämi-
nen bilirubiiniin vaatii energiaa. Juuri nämä reaktiot jäävät puuttumaan normaa-
lista kierrosta bilirubiinin kertyessä elimistöön maksavaurion seurauksena. 
(Mayne ym. 1990, 289 - 290.) 
 
Muodostuneesta bilirubiinin ja glukuronihapon, tai – happojen, yhdisteestä käy-
tetään nimeä konjugoitunut bilirubiini. Konjugoitunut bilirubiini, joka on vesi-
liukoinen, pystytään turvallisesti erittämään sappeen ja sapen mukana ohut-
suoleen. Sapen bilirubiinista 90 prosenttia on bilirubiinidiglukuroni-muodossa. 
(Ashwood & Burtis 1999, 1135.) 
 
Konjugoitunut bilirubiini erittyy sapen mukana suolistoon. Suolistossa bakteerit 
hajottavat bilirubiinia urobilinogeeniksi ja muiksi hajoamistuotteiksi, kuten ster-
kobiliiniksi (ulosteen ruskea pigmentti). Urobilinogeenia imeytyy suolistosta 
myös takaisin elimistöön, mutta tämä erittyy elimistöstä taas takaisin sappeen. 
Ulosteeseen erittyy bilirubiinia päivässä noin 170-300 µmol. Pieniä määriä uro-
bilinogeenia voi erittyä myös virtsaan. Normaali raja on alle 7 µmol/päivässä. 
Virtsaan erittyessään urobilinogeeni voi hapettua urobiliiniksi, joka on värillinen 
yhdiste. (Mayne ym. 1990, 290 - 291.) 
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2.2 Elimistön poikkeavat bilirubiiniarvot 
 
Normaalitilanteessa veren plasmassa on bilirubiinia alle 20 µmol/l. Veren korke-
aa bilirubiinipitoisuutta kutsutaan hyperbilirubinemiaksi. (Niemelä & Pulkki 2010, 
168.) Kun bilirubiini kerääntyy elimistöön, se aiheuttaa keltaisuutta eli ikterusta. 
Ikterus on silminnähtävää vasta, kun pitoisuus veressä ylittää 35 µmol/l. Pitoi-
suus voi ylittyä bilirubiinituotannon kasvaessa korkeammaksi, kuin mitä maksa 
pystyy erittämään pois elimistöstä. (Mayne ym. 1990, 287 - 289.) Ikterus alkaa 
näkyä myös iholla, kun bilirubiinia on plasmassa yli 50 µmol/l (Niemelä & Pulkki 
2010, 168). Ihmisen alkavan keltaisuuden havaitsee parhaiten silmän valkuai-
sista (Penttilä 2004, 234). 
 
Bilirubiinin elimistöön kertymisen syynä voivat olla erilaiset erittymisen esteet. 
Esteitä voivat aiheuttaa esimerkiksi tukos sappiteissä, sappikivet, jolloin sapen 
eritys suoleen estyy. Maksassa voi ilmetä bilirubiinin kuljetushäiriö tai maksan-
solujen vaurioita. Vaikka bilirubiinin eritys toimisikin normaalisti, voi elimistö 
tuottaa sitä liikaa. Liikatuotanto johtuu yleensä punasolujen nopeutuneesta ha-
joamisesta eli hemolyysistä. Myös useat lääkeaineet voivat aiheuttaa vapaan 
bilirubiinin pitoisuuden nousun veressä (Penttilä 2004, 234 - 235.) 
 
Hemolyyttinen keltaisuus ei johdu maksasairaudesta. Hemolyysistä johtuvassa 
keltaisuudessa bilirubiinipitoisuus ei nouse kovin korkeaksi, koska terve maksa 
pystyy erittämään suuriakin määriä bilirubiinia päivässä. Yleensä vapaan biliru-
biinin pitoisuus pysyy alle 70 µmol/l:ssa. (Mayne ym. 1990, 298 - 299.) 
 
Aikuisilla maksavauriosta tai hemolyysistä johtuvaan keltaisuuteen liittyvät 
yleensä sekä vapaan että konjugoituneen bilirubiinin nousset pitoisuudet plas-
massa. Konjugoituneen bilirubiinin pitoisuus ei nouse niin paljon kuin vapaan 
bilirubiinin. Konjugoitunut muunnos on vesiliukoinen, joten se pystytään erittä-
mään vaihtoehtoisesti virtsaan. Korkeiden bilirubiinitulosten kohdalla tulee siis 
tutkia myös virtsan bilirubiinipitoisuus. (Mayne ym. 1990, 290.) 
 
10 
 
  
Virtsan urobilinogeenipitoisuus on yleensä kohonnut merkittävissä hemolyysiti-
loissa. Hemolyysissä bilirubiinia eritetään toimivaan suolistoreittiin suuria mää-
riä. Suolistossa tapahtuu kuitenkin paljon takaisin imeytymistä. Maksan kapasi-
teetti ei enää riitä erittämään kaikkea bilirubiinia sappeen, vaan eritys tapahtuu 
virtsan kautta. (Mayne ym. 1990, 290.) 
 
Tumman värinen virtsa voi olla myös ensimmäinen merkki mahdollisesta mak-
sa- tai sappiteiden sairaudesta. Virtsasta löytyy tällöin konjugoitunutta bilirubii-
nia, joka ei ole päässyt erittymään normaalia reittiään. Konjugoitunut bilirubiini 
pääsee tällöin erittymään pelkästään virtsan kautta. (Mayne ym. 1990, 290.) 
 
Kun vapaa bilirubiinipitoisuus ylittää plasman albumiinin kyvyn sitoa sitä kaikkea 
itseensä pääsee tämä elimistön soluihin ja jopa aivoihin. Tilaa, jossa bilirubiini 
on päässyt aivoihin, kutsutaan kernikterukseksi. Tila on vakava ja voi johtaa 
pysyviin aivovaurioihin ja jopa kuolemaan. Näissä tapauksissa bilirubiinia hajo-
tetaan ultraviolettivalolla ihon läpi. (Mayne ym. 1990, 299, 352 - 353.) 
 
Keskosilla muodostuu elämän alkuvaiheessa enemmän vapaata bilirubiinia, 
koska heillä punasolujen elinkaari on lyhyempi ja hemoglobiinipitoisuus romah-
taa ensimmäisen elinviikon aikana. Myös synnytyksestä johtuvat mustelmat 
nostavat bilirubiinin pitoisuutta. Vähäinenkin bilirubiinin tuotannon nousu aiheut-
taa vastasyntyneille keltaisuutta, koska maksan entsyymit eivät ole vielä täysin 
kehittyneet. Vastasyntyneellä vapaan bilirubiinin pitoisuus voi nousta 400 - 500 
µmol/l:iin. (Mayne ym. 1990, 299, 352-353.) 
 
 
2.3 Bilirubiiniarvoihin vaikuttavat perinnölliset sairaudet 
 
On olemassa perinnöllisiä sairauksia, joissa hyperbilirubinemia on ainoa löytyvä 
poikkeavuus. Vapaan bilirubiinin hyperbilirubinemiaa esiintyy Gilbertin taudissa 
ja Crigler-Najjar-oireyhtymässä. Konjugoituneen bilirubiinin hyperbilirubinemiaa 
havaitaan Dubin-Johnson- sekä Rotor-oireyhtymässä. (Mayne ym. 1990, 299-
300.) 
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Gilbertin taudissa plasman bilirubiinipitoisuus on 20-40 µmol/l ja harvemmin pi-
toisuus saattaa nousta jopa 80 µmol/l:iin. Pitoisuus siis heittelee ja nousee 
yleensä paastotessa tai sairauksissa. Tauti voidaan löytää minkä ikäisenä ta-
hansa, mutta yleensä se ilmenee toisen vuosikymmenen jälkeen. Taudin lau-
kaisee yleisimmin lievä sairastuminen, esimerkiksi flunssa, jonka jälkeen biliru-
biinipitoisuus ei enää laske normaalille tasolle. Keltaisuudesta ja korkeasta bili-
rubiinipitoisuudesta johtuen tauti voidaan helposti diagnosoida hepatiitiksi. Tauti 
on harmiton, mutta aina on varmistuttava, ettei kyseessä ole hepatiitti tai hemo-
lyysi. (Mayne ym. 1990, 299.) 
 
Crigler-Najjar-oireyhtymä havaintaan yleensä jo lapsen syntyessä. Kyseessä on 
vakavampi sairaus kuin Gilbertin tauti. Oireyhtymässä on maksan glukuronitran-
feraasien vajaustila. Vapaan bilirubiinin määrä plasmassa kasvaa, kun albumii-
nia ei enää riitä sitomaan sitä. Oireyhtymästä tiedetään olevan kahta eri tyyppiä; 
resessiivinen ja dominoiva. Sairauteen on olemassa lääkkeitä, jotka alentavat 
veren vapaan bilirubiinin pitoisuutta. (Mayne ym. 1990, 300.) 
 
Dubin-Johnson-oireyhtymässä konjugoituneen bilirubiinin eritys on puutteelli-
nen, mutta sapen eritys on normaali. Plasman konjugoitunut bilirubiinipitoisuus 
on hiukan kohonnut, ja sillä on taipumusta heilahdella. Ylimääräisen bilirubiinin 
ollessa konjugoituneessa muodossa on mahdollista, että se erittyy virtsaan. 
Maksa on muuttunut tumman ruskeaksi. Oireyhtymä on harmiton, ja diagnoosi 
voidaan varmistaa maksabiopsialla. Rotor-oireyhtymä on Dubin-Johnson-
oireyhtymän kanssa samantyyppinen sairaus, mutta Rotorissa ei tapahdu mak-
san pigmentin muutosta. (Mayne ym. 1990, 300.) 
 
 
3 Bilirubiininäytteen laboratoriotutkimusprosessi 
 
 
Laboratoriotutkimusprosessi koostuu kolmesta vaiheesta: preanalyyttisestä, 
analyyttisestä ja postanalyyttisestä vaiheesta. Prosessin käynnistää tarve labo-
ratoriotutkimukseen asiakkaan terveydentilan arvioimiseksi. (Matikainen ym. 
2010, 10.) 
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3.1 Preanalyyttinen vaihe 
 
Preanalyyttinen vaihe luo perustan laboratoriotutkimuksen luotettavuudella. Te-
kijöitä, jotka vaikuttavat näytteeseen ennen sen analysointia, kutsutaan preana-
lyyttisiksi tekijöiksi. Osaan tekijöistä pystytään vaikuttamaan, kuten asentoon, 
ravitsemustilaan ja vuorokaudenaikaan. Toisiin tekijöihin ei voida vaikuttaa, ku-
ten asiakkaan ikään tai sukupuoleen. (Matikainen ym. 2010, 12.) 
 
Vuorokauden ajalla on merkitystä elimistön bilirubiinipitoisuuteen. Elimistössä 
bilirubiinin määrä on korkeimmillaan aamulla. Näytteen bilirubiinimäärä voi 
vaihdella oikeasta arvosta jopa 20 prosenttia, jos näyte on otettu muuna vuoro-
kaudenaikana. (Lehto, Rautajoki & Tuokko 2008, 27.) 
 
Ravinnon nauttiminen ennen näytteenottoa vaikeuttaa bilirubiinin määrittämistä. 
Valon imeytymiseen perustuvassa tutkimuksessa ravinnosta vereen imeytyvä 
rasva, lipemisyys, häiritsee bilirubiinin määritystä plasmasta. Kirkas näyte imee 
valoa eri tavalla kuin lipeminen. (Matikainen ym. 2010, 19 - 20.) Lipeemisyys 
aiheuttaa mittaustuloksen laskemista (Islab 2010). Lipemiassa tapahtuu vesiti-
lan syrjäytymistä, joka johtuu näytteen epähomogeenisyydestä. Lipemia aiheut-
taa näytteessä siis sameutta, joka häiritsee yhdisteiden pitoisuuden määrittämi-
seen käytettäviä kolorimetri-, fluorometri- tai kemiluminesenssi-menetelmiä. 
Näytteen bilirubiini aiheuttaa näytteessä keltaisuutta, ikteruksen. (Leino 2008, 
68.) 
 
Näytteenotosta johtuvaa hemolyysiä tulisi välttää, koska hemolyyttisen näytteen 
vapautunut hemoglobiini antaa diatso-menetelmällä vääriä matalia pitoisuuksia 
bilirubiinista (Tietz 1987, 737). Auringonvalo hajottaa bilirubiinia, joten näyte 
tulee suojata valolta näytteenoton jälkeen (Matikainen ym. 2010, 42). Hemolyy-
sin aiheuttaa näytteenotossa hajonneiden punasolujen hemoglobiini. Hajoami-
sessa myös muita verisolujen yhdisteitä vapautuu plasmaan tai seerumiin. He-
molyysi vaikuttaa mitattavien yhdisteiden pitoisuuksiin nostattavasti, jos pitoi-
suus on korkeampi punasoluissa kuin plasmassa. Näitä ovat esimerkiksi ent-
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syymit, magnesium, rauta, folaatti ja ferritiini. Hemolyysillä voi olla myös pitoi-
suutta laskeva vaikutus. Solujen hajotessa vapautuu hajottavia entsyymejä ja 
muita yhdisteitä, jotka pääsevät pilkkomaan plasman yhdisteitä, kuten insuliinia. 
(Leino 2008, 68.) 
 
Näyte vaatii useimmiten jonkinlaisen esikäsittelyn, ennen kuin se pystytään 
analysoimaan. Plasma- ja seerumi-verinäytteet erotellaan verisoluista sentrifu-
gilla, koska ilman erottelua tapahtuu aineiden vaihtoa plasman ja solujen välillä. 
(Matikainen ym. 2010, 42 - 43.) Bilirubiini analysoidaan plasmasta. Laskimove-
rinäyte otetaan antikoagulanttia sisältävään hepariiniputkeen ja sekoitetaan 
huolellisesti heti, kun näyte on saatu putkeen. Näytteen annetaan jäähtyä huo-
neenlämpöiseksi. Plasma saadaan erotettua verensoluista sentrifugoimalla näy-
te putkenvalmistajan suosittelemalla kierrosnopeudella. (Lehto ym. 2008, 11.) 
 
Näytteen säilytys varmistetaan laboratorion ohjekirjasta, jos se aiheuttaa epä-
röintiä. Säilytys voi vaikuttaa näytteen tuloksiin. Säilytys ei saa muuttaa tutkitta-
van analyytin koostumusta tai pitoisuutta näytteessä. Väärä säilytys voi pilata 
koko näytteen. Säilymisen kannalta tärkeä on säilytyslämpötila. Toiset näytteet 
säilyvät huoneenlämmössä yönkin yli, toiset vaativat säilytystä jääkaapissa. 
(Lehto ym. 2008, 11.) Näytteessä voi tapahtua kemiallisia reaktioita, aineet voi-
vat muuttaa muotoaan, niitä voi tulla lisää tai ne voivat hajota näytteenoton jäl-
keen. Näyte tulee aina säilyttää astiassa, joka on suljettu, ettei näytteeseen kul-
keudu ulkopuolisia aineita kuten bakteereita. Näytelle ei saa tapahtua haihtu-
mista ja muuta koostumuksen muutosta. (Matikainen ym. 2010, 42.) 
 
Bilirubiinille tapahtuu foto-hapettumista eli hajoamista valkoisessa ja UV-
valossa. Näyte tulee suojata suoralta altistumiselta keinotekoiselle tai auringon-
valolle heti näytteenoton jälkeen. Näytettä on hyvä säilyttää pimeässä ja alhai-
sessa lämpötilassa. Näyte säilyy jääkaappilämpötilassa kolme päivää ja pakas-
tettuna -70 oC:ssa kolme kuukautta. (Ashwood & Burtis 1999, 1136.) 
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3.2 Analyyttinen vaihe 
 
Analyyttisessa vaiheessa näytteestä määritetään halutun analyytin pitoisuus, 
esiintyvyys tai osuus. Analysointiin käytetään jokaiselle kliiniselle tutkimukselle 
omaa menetelmää, joka on testattu ja hyväksytty. Laitteiston antamien tulosten 
oikeellisuus pitää pystyä jäljittämään ja varmentamaan. Koneellistuneet analyyt-
tisen vaiheen toimet on helppo varmentaa ja jäljittää. Tästä syystä analyyttises-
sä vaiheessa sattuu laboratoriotutkimusprosessissa vähiten virheitä. (Lehto ym. 
2008, 11.) 
 
Ennen näytteen analysointia sille tehdään visuaalinen arviointi. Tarkoitus on 
havaita näytteessä olevat analyysia häiritsevät tekijät. Häiritsevillä tekijöillä on 
vaikutusta määrityksen tuloksen luotettavuuteen. Tavallisimmat häiriötekijät 
ovat hemolyysi, ikterus ja lipemia. Automaattianalysaattorit pystyvät nykyisin 
havaitsemaan näytteistä nämä häiriötekijät. Tulosten oikeellisuutta tulee kuiten-
kin aina arvioida analysaattorin antamien huomautusten lisäksi. Kyseenalaisis-
sa tuloksissa on hyvä määrittää näytteen pitoisuus uudelleen. Näytteestä on 
saatava poistettua häiriötekijät esimerkiksi voidaan käyttää jotakin käsittelytek-
niikaa. Vaihtoehtoinen mittausmenetelmä voi myös auttaa. Jos näyte on ana-
lyysikelvoton kaikissa näissä tapauksissa, asiakkaalta pyydetään yleensä uutta 
näytettä. (Leino 2008, 68.) 
 
Bilirubiinimäärityksessä käytetään yleisimmin diatsoreaktiota. Diatsoreagenssin 
diatsonium-ioni reagoi plasman bilirubiinin kanssa muodostaen atsobilirubiinia. 
Näytteen väri muuttuu punertavan violetiksi neutraalissa pH:ssa ja happamassa 
tai emäksisessä näytteessä siniseksi. (Ashwood & Burtis 1999, 1136.) Näytteen 
kokonaisbilirubiinin määrä on suoraan verrannollinen näytteen atso-värin inten-
siivisyyteen, joka mitataan aallonpituudella 564 nm. Viitearvot kokonaisbilirubii-
niin plasmasta määritettynä on kaikilla ikäryhmillä 5-25 µmol/l. Kokonaisbilirubii-
nin pystyy määrittämään myös seerumista tai EDTA-kokoverestä. (Islab 2010.) 
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3.3 Postanalyyttinen vaihe 
 
Postanalyyttisessa vaiheessa mietitään analyysin onnistumista ja tulosten luo-
tettavuutta. Tarkastellaan siis analyyttisen vaiheen virheraportit sekä löytyykö 
itse näytteestä joitakin häiriötekijöitä, kuten hemolyysiä. Tulosten luotettavuutta 
voidaan arvioida myös kontrollinäytteiden avulla, joita analysoidaan laitteella 
tietyn väliajoin. (Lehto ym. 2008, 11.) Bilirubiinin pitoisuus kontrolloidaan kerran 
päivässä. 
 
Postanalyyttisessä vaiheessa virheitä tapahtuu enemmän kuin analyyttisessä 
vaiheessa. Analyyttinen vaihe on nykyisin koneellistunut ja virheitä tapahtuu 
silloin vähemmän. Preanalyyttisessä vaiheessa virheitä tapahtuu eniten, koska 
tämä koostuu monesta osasta ja useampi ihminen on vuorovaikutuksessa tilan-
teessa. Postanalyyttisessä vaiheessa virhetekijöitä kuten hemolyysi tai lipeemi-
syys ja sen aste, saatetaan unohtaa mainita eteenpäin hoidosta päättävälle 
henkilölle. Tulosten luotettavuus tulee myös varmistaa ennen tulosten eteen-
päin lähettämistä. (Lehto ym. 2008, 11.) 
 
 
3.4 Laadunvarmistus 
 
Usein diagnosointiin ja päätösten tekoon tarvitaan laboratoriotutkimuksia ja nii-
den tuloksia. Laboratorion antamiin tuloksiin on pystyttävä luottamaan, joten 
laboratoriolla on vastuu tutkimusten laadusta. Laboratorion on pystyttävä tuot-
tamaan tietyn tarkkuusasteen mukaisia tuloksia. Myös tutkimusten suorituksen 
jälkeen on pystyttävä todistamaan annettujen tulosten laadukkuus. Laboratorio-
tutkimuksia tuottavan laboratorion toiminnan perustana on käyttää validoituja 
analyysimenetelmiä. Validoinnilla halutaan osoittaa, että analyysimenetelmällä 
pystytään tuottamaan oikeellisia tuloksia. Tämä osoitetaan tekemällä suunnitel-
tujen mittausten sarja. (Jaarinen & Niiranen 2005, 8 - 14.) 
 
Yhdistettäessä validoinnista saadut tulokset sekä tausta-aineisto, joka on jo 
olemassa, pystytään toteamaan menetelmän luotettavuus. Validoinnissa arvioi-
daan myös menetelmän soveltuvuus aiottuun käyttötarkoitukseen. Menetelmä-
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ohje tehdään validoinnista saadun tiedon perusteella niin, että validoinnin yh-
teydessä määrätyt kriteerit tulosten luotettavuudesta toteutuvat. (Jaarinen & 
Niiranen 2005, 11-14.) 
 
Kemiallisessa analyysitekniikassa määritetään näytteiden mitattavien ominai-
suuksien ja analyytin pitoisuuden välinen suhde vakioinnilla. Jotta pystyttäisiin 
luotettavasti määrittämään näytteiden eri pitoisuuksia, mittausjärjestelmässä on 
oltava mittaukseen riittävä vaste. Mittaussignaalissa on siis tapahduttava luotet-
tava muutos näytteen pitoisuuden muuttuessa. Vakiointiliuoksiin perustuvat 
analyysitulokset ovat oikeellisia vain, jos vakiointiliuoksen pitoisuus on tarkka. 
On tärkeää tuntea vakiointiliuoksen oikea säilytys, koska liuosten tarkkuus saat-
taa heiketä säilytyksessä tapahtuvissa muutoksissa. Liuos valmistetaan huolel-
lisesti ohjeiden mukaisesti tarkan pitoisuuden säilyttämiseksi. (Jaarinen & Niira-
nen 2005,18 - 23.) 
 
Noin 10 – 20 prosenttia rutiinianalytiikan työajasta käytetään kontrollinäytteisiin, 
joilla seurataan sisäistä laadunvalvontaa. Kontrollinäyte on näyte, jonka pitoi-
suus tunnetaan. Kontrollinäyteen on oltava eri alkuperää kuin vakiointiliuos. 
Kontrollinäyte analysoidaan tietyin väliajoin. Mittaustulos tulee tarkistaa ja verra-
ta aiempiin tuloksiin välittömästi analyysin jälkeen. Kontrollien on oltava tietyissä 
viiterajoissa, että rutiininäytteiden analysointia voidaan jatkaa. Jos kontrollitulos 
ei mene asetettuihin raja-arvojen sisälle, suoritetaan uudelleenvakiointi. (Jaari-
nen & Niiranen 2005, 37-38.) Nykyisin laboratorioissa käytetään yleensä yhtä 
tai kahta yleiskontrollia, joille voidaan kontrolloida melkein kaikki kemian analy-
saattorin yleisimmät tutkimukset. Bilirubiini kuuluu myös näihin yleisiin kemian 
tutkimuksiin, mutta sille on saatavissa myös omia kaupallisia kontrolliliuoksia. 
 
Ulkoisessa laadunarvioinnissa laboratorio voi osallistua laboratorioiden välisiin 
vertailututkimuksiin. Laboratorioille lähetetään näytemateriaali, joka analysoi-
daan ja analyysistä saadut tulokset raportoidaan ja lähetetään materiaalin lähet-
täjälle. Tuloksista tehdään yhteenveto, johtopäätös sekä ehdotuksia toimenpi-
teisiin. (Jaarinen & Niiranen 1997, 38.) Suomessa ulkoisesta laadunarvioinnista 
vastaa Labquality Oy, joka toimii puolueettomana organisaationa. Kokonaisbili-
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rubiini kuuluu Labqualityn yleiskemian analyytteihin, jota voidaan testata Kliini-
nen kemia 1- ja 2-näytemateriaali paketeilla. (Labquality Oy 2012a.) 
 
Kliininen kemia 1-näytemateriaali toimitetaan kerran vuodessa, aina joulukuus-
sa, kierrokselle osallistuvaan laboratorioon. Näytemateriaali on DayTrol-
humaaniseerumia. Tarkoituksena on kemian analysaattorin tulostason pitkäai-
kaisseuranta. Näytemateriaalista saadut tulokset raportoidaan Labqualitylle 
kuukausittain. (Labquality Oy 2012b.) 
 
Labqualityn Kliininen kemia 2-paketilla voidaan osallistua lyhyelle ulkoiselle laa-
dunarviointikierrokselle. Kierroksia järjestetään kerran kuukaudessa. Näytema-
teriaali on tunnetun pitoisuuden omaavaa seerumia. Näytemateriaalia toimite-
taan neljästi vuodessa: tammi-, maalis-, touko ja syyskuussa. Näytemateriaalin 
saa ilmoittautumalla laadunvarmistuskierrokselle. (Labquality Oy 2012c.) 
 
 
4 Tutkimuksen tarkoitus ja tutkimusongelmat 
 
 
Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia, vaikuttaako näytteen valolle altistuminen 
plasman kokonaisbilirubiinin pitoisuuteen. Bilirubiinia koskevien näytteiden oh-
jeistuksissa neuvotaan suojaamaan näyte valolta välittömästi näytteenoton jäl-
keen. Mikkelissä oli kuitenkin siirrytty pois näytteiden suojaamisesta, siksi halut-
tiin tutkia eripituisten aikojen avulla, oliko valolla vaikutusta plasman kokonaisbi-
lirubiinipitoisuuteen. 
 
1. Tapahtuiko plasman kokonaisbilirubiinipitoisuudessa muutosta näytteen altis-
tuessa valolle kaksi (2) tuntia? 
 
2. Tapahtuiko plasman kokonaisbilirubiinipitoisuudessa muutosta näytteen altis-
tuessa valolle neljä (4) tuntia? 
 
3. Tapahtuiko plasman kokonaisbilirubiinipitoisuudessa muutosta näytteen altis-
tuessa valolle 24 tuntia? 
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5 Toimintaympäristö ja tutkimuksen toteutus 
 
 
Islab on vuodesta 2008 toiminut Itä-Suomen laboratoriokeskuksen kuntayhty-
mä. Omistajia ja jäseniä ovat Pohjois-Karjalan sairaanhoito- ja sosiaalipalvelu-
jen kuntayhtymä, Pohjois-Savon sairaanhoitopiiri, Etelä-Savon sairaanhoitopiiri 
ja Itä-Savon sairaanhoitopiiri. Toimipaikkoja Islab:lla on 70 ympäri Itä-Suomea 
ja työntekijöitä noin 600. Islab:n alue on jaettu hallinnollisesti neljään pääpis-
tealuelaboratorioon: Mikkeliin, Savonlinnaan, Joensuuhun ja Kuopioon. Yhty-
män tuotantotoimintaa on myös jaoteltu osaamisalueisiin. Osaamisalueiden 
asiantuntijoina toimivat lääkärit ja kemisti. Heidän tehtävänään on sopia Islab:n 
tasolla oman alueensa toiminnasta, käytettävistä ohjeistuksista sekä suunnitel-
tavista hankinnoista. (Islab 2012.) 
 
Tutkimus toteutettiin  Mikkelin aluelaboratorion kliinisen kemian laboratoriossa. 
Näytemateriaali saatiin aluelaboratorion asiakkailta. Tutkimukseen käytettiin 
Islab:n tarvikkeita, analysaattoreita, reagensseja ja työtiloja. Ennen työn aloit-
tamista toimeksiantaja hyväksytti opinnäytetyön suunnitelman ja tutkimuslupa-
hakemuksen (liite 2) Etelä-Savon sairaanhoitopiirin kuntayhtymän johtajaylilää-
käriltä. 
 
Alun perin varauduttiin suunnitelman lähettämiseen Islab:n eettiselle toimikun-
nalle, mutta toimeksiantaja ilmoitti johtajaylilääkärin luvan riittävän tähän tutki-
mukseen. Kriteereinä oli, ettei asiakkailta kerätty taustatietoa, sosiaaliturvatun-
nuksia tai valmistettu tutkimusrekisteriä. Tutkimus ei myöskään ollut henkilötie-
toihin kajoava. (Ylikangas 2012.) 
 
Suunnitelmavaiheessa selvitettiin lainsäädännön kriteerit tutkimukselle. Koko 
tutkimuksen ajan kunnioitettiin ihmisarvon loukkaamattomuutta. Tutkimukseen 
osallistuneelle, tutkimusmateriaalia luovuttavalle vapaaehtoiselle henkilölle, ei 
koitunut tutkimuksesta liiallista haittaa tai riskiä hänen terveydelleen. Vapaaeh-
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toiselta henkilöltä kysyttiin aina lupa näytteiden ottamisesta tutkimusta varten. 
(Laki lääketieteellisestä tutkimuksesta 9.4.488/1999.) 
 
Henkilölle kerrottiin hänen oikeuksistaan, tutkimuksen luonteesta ja sen tarkoi-
tuksesta. Osallistujalla oli mahdollisuus perua osallistumisensa tutkimukseen 
ennen näytteiden analysointia. (Laki lääketieteellisestä tutkimuksesta 
9.4.488/1999.) 
 
 
5.1 Tutkimusmenetelmä 
 
Työ suoritettiin kvantitatiivisella kokeellisella tutkimusmenetelmällä. Kvantitatii-
vinen tutkimus tarkoittaa määrällistä tutkimusta, eli tutkitaan eri asioiden välisiä 
riippuvuuksia, muutoksia tai lukumääriin ja prosentteihin liittyviä kysymyksiä. 
Tutkimuksen edellytys oli riittävän suuri ja mahdollisimman edustava otanta. 
Tutkimuksen tulokset ilmoitettiin numerollisina suureina ja tuloksia pystyttiin ha-
vainnollistamaan parhaiten kuvioiden tai taulukoiden avulla. Ilmiön kuvaus poh-
jautui siis tutkimuksesta saatuihin numeraalisiin tietoihin. (Heikkilä 2005, 16.) 
 
Kun haluttiin tietää jonkin olettamuksen paikkaansa pitävyyttä tietyssä koetilan-
teessa, kokeellinen tutkimus oli paras vaihtoehto kvantitatiivisen tutkimuksen 
osa-alueista. Kokeellisessa tutkimuksessa tutkitaan vain tiettyä muuttujaa sekä 
pyritään vakioimaan kaikki muut tutkimukseen vaikuttavat tekijät. (Heikkilä 
2005, 21.)Kokeellisessa tutkimuksessa mitattiin tietyn muuttujan vaikutusta toi-
seen muuttujaan. Populaatiosta valitusta näytteestä saadusta tutkimusmateriaa-
lista muunneltiin kokeellisesti haluttua olosuhdetta. Koetilanteessa muut olosuh-
teet pyrittiin vakioimaan. Näin yhden muuttujan antama tulos pysyi luotettavana. 
Muutos mitattiin numeerisesti. (Hirvijärvi, Remes & Sajavaara 2008, 130.) 
 
Tutkimukseen asetettiin kokeellinen tilanne, jossa bilirubiinin muutosta haluttiin 
selvittää. Muuttujina olivat kokonaisbilirubiinin pitoisuus ja valolle altistumisaika. 
Muut muuttujat pyrittiin poistamaan työstä Kvantitatiivisen tutkimuksen mukai-
sesti mittaustulokset olivat numeraalisia. Tutkimuksessa seurattiin muutosta ja 
riippuvuutta. 
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5.2 Tutkimusmateriaalin hankinta 
 
Näytemateriaali tutkimukseen saatiin Mikkelin aluelaboratorion asiakkailta, jotka 
osallistuivat tutkimukseen vapaaehtoisesti. Näytteitä otettiin 30 vapaaehtoiselta. 
Vapaaehtoisten määrä sovittiin yhdessä ohjaavien opettajien ja toimeksiantajan 
kanssa. Tästä näytemäärästä pystyttiin varmemmin toteamaan muutoksen tai 
muuttumattomuuden todellisuus. Suurempi näytemäärä kasvatti siis luotetta-
vuutta. 
 
Näytteenotosta vastasi Mikkelin aluelaboratorion henkilökunta. Heille lähetettiin 
ohjeistus näytteenotosta ja näytteiden merkitsemisestä (liite 3). Myös asiakkaan 
oikeuksista kerrottiin ohjeistuksessa. Kaikilta tutkimusmateriaalia luovuttaneilta 
henkilöiltä kysyttiin suostumus tutkimukseen osallistumiseen. Vapaaehtoinen 
sai myös kirjallisesti laboratorion puhelinnumeron ja osallistumisnumeron. Näi-
den avulla henkilö olisi pystynyt peruuttamaan osallistumisensa tutkimukseen 
ennen tutkimuksen loppumista. Yhtään peruutusta ei tullut. Näytteisiin ei merkit-
ty vapaaehtoisten nimiä tai minkäänlaisia henkilötietoja. Asiakkaiden näytteet 
numeroitiin näytteenottojärjestyksen mukaan numeroin 1-30. Putkien merkintö-
jen perusteella ei pystytty jäljittämään näytteen antanutta henkilöä. Vain asiakas 
tiesi oman numeronsa. 
 
Jokaiselta vapaaehtoiselta henkilöltä otettiin neljä (4) näyteputkea litium-
hepariiniverta. Putkiin kirjattiin asiakkaan numero (1-30) sekä ryhmä kirjain A, B, 
C ja D. Numero kirjattiin kaikkiin henkilön neljään putkeen ja jokaiseen näistä 
putkista kirjattiin myös yksi ryhmäkirjain. Esimerkiksi henkilön numero 1 putkiin 
kirjattiin 1A, 1B, 1C ja 1D. Tutkimuksessa käytettiin omaa näyteputkea jokaisel-
le altistusajalle, koska toimeksiantaja halusi, että näytteitä käsiteltiin mahdolli-
simman käytännönläheisesti. Näytteet käsiteltiin kuten mikä tahansa bilirubiini-
näyte aluelaboratoriossa käsiteltäisiin. Ainoana muuttujana näytteille toimi valol-
le altistumisaika. 
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Ryhmäkirjaimen mukaan näytteitä altistettiin valolle eripituisia aikoja (kuva 2). A 
oli nolla-näyte, joka pysyi valolta suojattuna koko tutkimuksen ajan. B-näytteitä 
altistettiin valolle kaksi (2) tuntia, C-näytteitä neljä (4) tuntia ja D-näytteitä 24 
tuntia. Näytteet säilytettiin kirjainten määräämissä ryhmissään säilytyksen ja 
altistuksen ajan. Näin oli helppo käsitellä aina tiettyä näyteryhmää kerrallaan. 
 
 
Kuva 2. Potilaan numero 1 putket ja niiden valolle altistusajat. 
 
Näytteiden altistusajat sovittiin toimeksiantajan kanssa. Toimeksiantajan ohjeis-
tusten mukaan kemiannäytteet saivat odottaa enintään kaksi tuntia ennen ana-
lysointia. Kahden tunnin altistusaika kiinnosti toimeksiantajaa tästä syystä eni-
ten. Neljän ja 24 tunnin altistusaikaa oli jo käytetty Islabille tehdyssä tutkimuk-
sessa, jossa valolle altistettiin B12-vitamiinia, 25-Oh-D-vitamiinia ja folaattia 
(Heikkinen & Salo 2011). Tähän tutkimukseen haluttiin käyttää samoja altistus-
aikoja. 
 
Kokonaisbilirubiini määritettiin plasmasta. Kaikki näytteet suojattiin valolta välit-
tömästi näytteenoton jälkeen oransseilla suojaputkilla. Siten tutkimuksessa 
kontrolloitiin valolle altistumisaikaa. Näytteet sentrifugoitiin suojaputkissaan 
näytteenoton jälkeen. Sentrifugoituneista näytteistä eroteltiin plasma erillisiin 
putkiin pakastusta varten. Erotteluun käytetyt putket pidettiin suojaputkissa koko 
prosessiin ajan. Näytemateriaalin pakastus mahdollisti materiaalin keräämiseen 
enemmän aikaa. 
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5.3 Näytteiden altistaminen valolle 
 
Ennen valolle altistamista näytteet sulatettiin suojaputkissa huoneenlämmössä. 
Kaikki näytteet säilytettiin samassa paikassa kemian laboratorion varastokaa-
pissa sulamisen ajan tutkimukseen kuulumattomien muuttujien poistamiseksi. 
Näytteet sentrifugoitiin uudestaan sulamisen jälkeen suojaputkissaan, jonka 
jälkeen voitiin aloittaa valolle altistus. 
 
Valolle altistus tehtiin käytännönläheisesti kemian laboratorion säilytyspöydällä, 
jossa tavanomaisesti kaikki laboratorioon tulevat näytteet odottavat analysoin-
tia. Altistuksen ajan kaikki näytteet säilytettiin samalla pöydällä, altistuivat ne 
sitten valolle tai eivät. Näin ympäristöolosuhteet, paitsi valo, olivat samat kaikille 
näytteille. Muiden muuttujien ei haluttu vaikuttavan tuloksiin. Altistus ja mittauk-
set tehtiin viikonloppuna, jolloin normaali asiakasnäytemäärä oli pienempi. Säi-
lytyspöytää ei siis tällöin tarvittu muille näytteille, joten tutkimuksen näytteet sai-
vat olla rauhassa valolle altistuksen ja odottelun ajan. 
 
Näytteitä pidettiin koeputkitelineissä limittäin aseteltuina. Jokaisella ryhmällä oli 
oma telineensä. Myös suojaputket säilytettiin samalla pöydällä, jolloin altistus-
ajan umpeuduttua oli helppo siirtää näytteet takaisin suojiinsa. Altistumisaikaa 
seurattiin sekuntikellolla, laboratorion analogisella kellolla, sekä kännykkään 
asetettiin hälytykset. Näin voitiin varmistaa, että jokin näistä toimi varmasti ja 
näytteet suojattiin oikealla ajalla. Näytteiden edessä oli myös paperi, jossa luki 
kaikkien näytteiden suojausajat sekä ”Näytteisiin ei saa koskea. Testi menos-
sa”. Näin ulkopuoliset eivät koskeneet näytteisiin tutkimuksen aikana. 
 
Tutkimus suoritettiin 12 - 13.5.2012. Ajankohta sovittiin toimeksiantajan kanssa 
siten, että se sopi kummallekin osapuolelle. Tutkimuksen aikana näytteet altis-
tuivat eniten keinotekoiselle valolle. Myös luonnonvaloa pääsi ikkunoista sisään. 
Päivä oli pilvinen, joten auringonvaloa ei ollut paljon. Laboratorion valaistus pi-
dettiin samana tavalliseen työskentelyolosuhteisiin nähden. 
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5.4 Näytteiden analysointi 
 
Kaikille näytteille tehtiin ennen analysointia omat viivakoodit, joiden avulla ana-
lysaattori tunnisti näytteen. Näytteen tulos saatiin samalla viivakoodi-nimellä 
analysaattorin atk-järjestelmältä. Viivakoodi-nimenä käytettiin samaa numero-
kirjain-yhdistelmää kuin näyteputkiin oli merkitty. Jotta tulos ei siirtynyt laborato-
rion tulosten vastausohjelmaan ja eteenpäin, viivakoodi aloitettiin kirjaimella W. 
Esimerkiksi asiakaan 5 näyte, jota altistettiin valolle 4 tuntia, viivakoodi tehtiin 
nimellä W5C. 
 
Jokaiselle näytteelle tehtiin pyynnöt ennen analysointia. Ilman pyyntöjä analy-
saattori ei olisi tiennyt, mitä tutkimusta näytteestä haluttiin mitata. Pyynnöt teh-
tiin analysaattorin atk-ohjelmalla, johon kirjattiin viivakoodi ja pyydettiin koko-
naisbilirubiinimääritys. Pyynnöt kirjattiin samaan tapaan kuin viivakoodit. 
 
Ennen näytteiden laittoa analysaattorille tarkistettiin vielä reagenssin määrä ja 
riittävyys sekä näytteiden että kontrollien analysointiin. Kontrollit analysoitiin 
juuri ennen näytteitä. Näin oltiin varmoja analysaattorin toimivuudesta. Näytteet 
analysoitiin Mikkelin Cobas-c-501-yksiköllä. Mikkelissä Cobas-analysaattoreita 
oli kaksi, joten ne toimivat toistensa varalaitteina ongelmatilanteissa. Mittaukset 
suoritettiin pelkästään Cobas-2-analysaattorilla, jotta mittausolosuhteet olisivat 
kaikille näytteille samat ja luotettavat. 
 
Reagenssina käytettiin Bilirubin Total DPD Gen.2. Oikein säilytettynä +2-8 
oC:ssa reagenssi säilyi pakkauksessa mainittuun viimeiseen käyttöpäivään 
saakka. Sisällä analysaattorissa reagenssi säilyi kuusi viikkoa. (Islab 2010.) 
 
Vakiointiin käytössä oli Calibrator f.a.s. (CFAS). Ennen vakiointiliuosta telinee-
seen tuli laittaa aquaa toimivuuden varmistamiseksi. Vakiointi tehdään yleensä 
tarvittaessa ja reagenssierän vaihtuessa. Cobas-c-501-yksiköllä käytettiin 2-
pisteen vakiointia. Vakiointiliuos oli kylmäkuivattu valmiste, joka liuotettiin labo-
ratoriossa. Liuotettu vakiointiliuos säilyi huoneenlämmössä kahdeksan tuntia, 
jääkaapissa kaksi päivää ja pakastimessa kaksi viikkoa. Liuos piti suojata valol-
ta. (Islab 2010.) 
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Kontrolleina olivat: PreciControlClinChem Multi 1 ja 2, jotka olivat kemiaan 
yleiskontrollit, sekä bilirubiinin oma kontrolli Precibil. PCCC 1 ja 2 olivat kylmä-
kuivattuja kontrolleita, jotka liuotettiin laboratoriossa (liite 4). Kontrollipulloon 
pipetoitiin aquaa 5,0 ml ja annettiin seisoa 30 minuuttia. Seisotuksen jälkeen 
kontrolli sekoitettiin, välttäen kuitenkin vaahtoamista ja jaettiin 400 µl:n eriin ep-
pendorfeihin. Kontrollit säilytettiin pakastimessa, ja ne suojattiin valolta. Liuotuk-
sen tai avaamisen jälkeen kontrolli säilyi -20 oC:ssa yhden kuukauden, +2 – 8 
oC:ssa viisi vuorokautta ja +15-25 oC:ssa 12 tuntia. 
 
Precibil oli myös kylmäkuivattu kontrolli (liite 5), joka liuotettiin laboratoriossa 
pipetoimalla kontrollipulloon 2 ml aquaa. Kontrollia seisotettiin aquan lisäyksen 
jälkeen 30 minuuttia. Tämän jälkeen sekoitettiin, välttäen kuitenkin vaahtoamis-
ta. Valmis liuos jaettiin eppendorfeihin 250 µl:n erissä ja pakastettiin. Tämäkin 
kontrolli suojattiin valolta. Avaamisen tai liuottamisen jälkeen kontrolli säilyi ‒20 
oC:ssa neljä viikkoa, +2-8 oC:ssa kaksi vuorokautta ja +15-25 oC:ssa kahdeksan 
(8) tuntia. 
 
Reagenssin riittävyyden ja kontrollien onnistuneen analysoinnin jälkeen aloitet-
tiin näytteiden siirto analysaattorille. Näytteet siirrettiin kirjainryhmä kerrallaan 
putkissaan analysaattorin telineisiin. Analysointi aloitettiin vasta, kun kaikki ryh-
män näytteet olivat telineissä ja analysaattorin aloituslinjastolla. Pienet näyte-
määrät pipetoitiin telineisiin sopiviin mikrokyvetteihin, jotta analysaattori sai riit-
tävästi näytettä määritystä varten. 
 
Putkiin ja kyvetteihin liimattiin aiemmin valmistetut viivakoodit. Putkista poistet-
tiin korkit käsin ennen analysointia. Seuraavan kirjainryhmän näytteitä siirrettiin 
telineisiin vasta, kun edellisen ryhmän näytteet olivat saapuneet analysaattorin 
palautuslinjastolle. Mittausten suoritusta seurattiin analysaattorin läheisyydessä 
koko analysoinnin ajan. Ongelmatilanteen sattuessa olisi pystytty huomaamaan 
ja korjaamaan mahdolliset laitteiston ongelmat mahdollisimman nopeasti. 
 
Aloitusvaiheessa näytteitä oli tarkoitus mitata Cobas-1-laitteella, mutta ennen 
tutkimusta suoritetut kaikki bilirubiinin kontrollit eivät menneet läpi, joten joudut-
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tiin vaihtamaan analysaattoria. Cobas-2:lla kontrollit menivät hyvin läpi. Näyttei-
den mittauksessa ei esiintynyt ongelmia. Mittaustulokset saatiin tulostettua pa-
pereille analysaattorin atk-ohjelmasta. 
 
 
6 Tilastolliset tunnusluvut 
 
 
Tilastollisessa testaamisessa valitusta perusjoukosta halutaan selvittää jonkin 
ennakkokäsityksen paikkaansa pitävyyttä. Tilastolliseen testaamiseen on kehi-
tetty erilaisia testausmenetelmiä, joilla pystytään tutkimaan perusjoukosta saa-
duissa tuloksissa tapahtuvien erojen johtuvuutta sattumanvaraisuudesta tai ti-
lastollisesta merkityksellisyydestä. Menetelmä valitaan tutkittavan ennakko-
olettamuksen ja aineiston ominaisuuksien perusteella. (Karjalainen 2010, 219.) 
 
 
6.1 Korrelaatiokerroin 
 
Korrelaatiolla pystytään tutkimaan kahden muuttujan välistä riippuvuutta. Yleisin 
näistä on Pearsonin korrelaatiokerroin. Tällä saadaan selville kuitenkin vain 
muuttujan lineaarisen riippuvuuden suuruutta. Muuttujien täytyy olla välimatka- 
tai suhdeasteikkotasoisia. (Heikkilä 2005, 203.) Korrelaatiokertoimen tulos on -
1:n ja +1:n välissä oleva reaaliluku. Arvo -1 saavutetaan, kun havaintokuvion 
pisteet asettuvat samalle laskevalle suoralle. Arvo +1 kuvaa taas pisteiden si-
jaintia nousevalla suoralla. Arvo 0 tarkoittaa, että muuttujat ovat lineaarisesti 
riippumattomia toisistaan. (Holopainen & Pulkkinen 2002, 199 - 200.) 
 
Muuttujien lineaarinen yhteys on sitä voimakkaampi, mitä lähempänä se on lu-
kua 1. Suoran kulmakertointa ei voida saada korrelaatiokertoimella selville, siksi 
siihen ei ole liitetty tiettyä mittayksikköä. Käytettävien muuttujien mittayksiköllä 
ei ole merkitystä korrelaatiokertoimen tekemiseen. (Holopainen & Pulkkinen 
2002, 199 - 200.) 
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6.2 Parittainen t-testi 
 
T-testissä tarkoituksena on tutkia, eroavatko otosten keskiarvot toisistaan. Toi-
sistaan riippuvien otosten tarkasteluun käytetään parittaista t-testiä. Edellytyk-
senä testin käytölle ovat riittävän suuret ja satunnaiset otokset sekä määrälliset 
muuttujat eli suhde- tai välimatka-asteikon muuttujat. Testin avulla saadaan sel-
ville aineiston hypoteesit. (Karjalainen 2010, 230.) 
 
Ennakko-olettamusta nimitetään hypoteesiksi. On olemassa nollahypoteesi (H0) 
ja vastahypoteesi (H1). Nollahypoteesi tarkoittaa, ettei ryhmien välillä ole eroja 
tai riippuvuuksia. Vastahypoteesi osoittaa erot ja riippuvuudet tuloksissa. Tar-
koituksena on selvittää, kumpi hypoteeseista on tutkimuksentuloksien testauk-
sessa oikea. Testeissä lasketaan myös virhepäätelmän todennäköisyys. (Karja-
lainen 2010, 219.) 
 
Täyttä varmuutta tutkimuksen tuloksista ei voida saada, koska testaukseen on 
käytetty pelkkää otosta perusjoukosta. P-arvolla saadaan selville testien tulos-
ten riskitaso ja sen merkityksellisyys sekä hylkäämisvirheen todennäköisyys. P-
arvo kertoo, kuinka suuri mahdollisuus on valita testituloksista väärä hypoteesi. 
(Karjalainen 2010, 220-221.) 
 
Pieni P-arvo tarkoittaa, että H0 pystytään hylkäämään ja vastahypoteesi on saa-
tu luotettavasti osoitettua. Tällöin testin ryhmien tulosten välillä on riippuvuutta 
tai eroa. Yleisimmin P-arvon riskirajana on käytetty 5 prosenttia eli p<0,05. Tätä 
pienempi arvo siis hylkää nollahypoteesin. (Karjalainen 2010, 221.) 
 
 
7 Tulokset 
 
 
Mittaustulokset analysoitiin Windows Excel 2007-ohjelmalla ja ohjelman tarjo-
amilla työkaluilla. Kaikkien näytteiden tulokset taulukoitiin ryhmittäin A, B, C ja 
D. Analysointiin käytettiin Excel-järjestelmän korrelaatiokerrointa ja parittaista 
kahden otoksen t-testiä keskiarvolle. Vertailu tehtiin ryhmien perusteella. Vertai-
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lun perustana käytettiin kaikissa testeissä nollanäytteiden (ryhmä A) tuloksia. 
Parittaisten t-testien taulukot löytyvät liitteestä 7. 
 
 
7.1 Kahden tunnin altistus 
 
Kahden tunnin valolle altistuksen läpi käyneiden näytteiden (ryhmä B) tuloksia 
verrattiin nollanäytteiden tuloksiin(ryhmä A). Korrelaatiokerroin ryhmien välillä 
oli 0,998. Näytteiden mittaustuloksista piirrettiin myös hajontakuvio (kuvio 1). 
 
 
Kuvio 1. Ryhmien A ja B näytteiden mittaustulosten hajontakuvio. 
 
Parittaisen t-testin avulla määritettiin nollanäytteiden ja 2 tunnin altistusnäyttei-
den välisiä tilastollisia eroavaisuuksia. Parittaisessa t-testissä tarkasteltiin Ex-
cel-ohjelman antamasta tulostaulukosta ” P(T<=t) kaksisuuntainen”-tulosta. 
Tämä oli testin p-arvo. Rajana H0 hypoteesin hylkäykselle pidettiin 5 prosentin 
alittavaa tulosta, eli p-arvona p<0,05. 
 
Hypoteesit: 
H0= Kahden tunnin altistumisella valolle ei ollut vaikutusta näytteen kokonais-
bilirubiinin pitoisuuteen. 
28 
 
  
H1=Kahden tunnin altistumisella valolle oli vaikutusta näytteen kokonais-
bilirubiini pitoisuuteen. 
 
P-arvon tulos oli 0,621. Näin ollen nollahypoteesi jäi voimaan. 
 
 
7.2 Neljän tunnin altistus 
 
Neljä tuntia valolle altistuneiden näytteiden (Ryhmä C) tuloksia verrattiin myös 
nollanäytteisiin. Korrelaatiokerroin oli ryhmien välillä 0,996. Kummankin näyttei-
den mittaustuloksista piirrettiin hajontakuvio (kuvio 2). 
 
 
Kuvio 2. Ryhmien A ja C näytteiden hajontakuvio. 
 
Parittaisen t-testin hypoteesit: 
H0= Neljän tunnin altistumisella valolle ei ollut vaikutusta näytteen kokonaisbili-
rubiinin pitoisuuteen. 
H1=Neljän tunnin altistumisella valolle oli vaikutusta näytteen kokonaisbiliru-
biinipitoisuuteen. 
 
P-arvo vertailussa oli 0,244. Tässäkin tapauksessa nollahypoteesi jäi voimaan. 
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7.3 Kahdenkymmenenneljän tunnin altistus 
 
Kahdenkymmenenneljän tunnin altistusnäytteiden (Ryhmä D) ja nollanäytteiden 
välinen korrelaatio oli 0,995. Hajontakuvio on esitetty kuviossa 3. 
 
 
Kuvio 3. Ryhmien A ja D näytteiden tulosten hajontakuvio. 
 
Parittaisen t-testin hypoteesit: 
H0= 24 tunnin altistumisella valolle ei ollut vaikutusta näytteen kokonaisbilirubii-
nin pitoisuuteen. 
H1=24 tunnin altistumisella valolle oli vaikutusta näytteen kokonaisbilirubiinipi-
toisuuteen. 
 
P-arvoksi saatiin 2,275 x 10-07. Vertailussa 5% raja-arvo alitettiin, joten nollahy-
poteesi voitiin hylätä. Vastahypoteesi astui tuloksissa voimaan. 
 
 
8 Johtopäätökset 
 
 
Kaikissa vertailuryhmissä korrelaatiokerroin on erittäin lähellä +1-arvoa. Tästä 
voitiin päätellä erittäin voimakasta lineaarista nousavaa riippuvuutta näytteiden 
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välillä. Näytteiden välillä säilyi siis riippuvuutta kaikissa valolle altistusajoissa 
verrattuna nollanäytteisiin. 
 
Parittaisessa t-testissä saatiin enemmän eroa. P-arvojen perusteella 2 ja 4 tun-
nin valolle altistuksessa nollahypoteesi jäi voimaan, eli altistuksella ei saatu ai-
kaan tilastollisesti merkittävää muutosta mittaustulosten välille. Valolle altistus ei 
siis vaikuttanut kokonaisbilirubiinin hajoamiseen merkittävästi. 
 
24 tunnin näytteessä p-arvo oli kymmenpotenssikertoimen poiston jälkeen 
0,000000227506, jolloin nollapotenssi voitiin luotettavasti hylätä. Tällöin 24 tun-
nin valolle altistuksessa kokonaisbilirubiinin pitoisuudessa tapahtui tilastollisesti 
merkittävä muutos. 
 
Tuloksista voitiin päätellä, että 2 tai 4 tuntia valolle altistuneen näytteen voi ana-
lysoida normaalisti sekä sen tulokseen voitiin luottaa. Pidempiaikainen altistu-
minen valolle ei ole suotavaa. 
 
 
9 Pohdinta 
 
 
Bilirubiinista löytynyt lähdemateriaali oli enimmäkseen 1980-1990- luvuilla jul-
kaistua kirjallisuutta. Uudemmasta kirjallisuudesta saatava tieto oli erittäin ylei-
sellä tasolla selitettyä ja esim. bilirubiinin yksityiskohtaisesta muodostumisesta, 
rakenteesta ja hajoamisesta ei löytynyt tietoa vuoden 1999 jälkeen. 
 
Voidaan olettaa, että näistä asioista ei ole löytynyt uutta tietoa tuon aikakauden 
jälkeen. Myös suomenkielisistä lähteistä oli vaikeaa löytää tarkempaa perehty-
mistä bilirubiinin reaktioihin elimistössä. Englanninkieliset lähteet olivat paljon 
yksityiskohtaisempia. Kaikki bilirubiiniin liittyvät reaktiot elimistössä oli selvitetty 
tarkasti auki. Tähän opinnäytetyöhön saatiin näistä lähteistä selitettyä bilirubiinin 
reaktiot elimistössä että laboratoriossa tarkasti auki. Siksi teoreettisessa viite-
kehyksessä käytettiin vanhempaa kirjallisuutta. 
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Tutkimuksen tulos vaikuttaa työelämän Mikkelissä tietopohjaisesti. He voivat 
jatkaa käytäntöään jättää bilirubiininäytteet suojaamatta valolta. Kemian tutki-
muspaketin tarroihin ei tarvitse lisätä erillisiä huomautuksia bilirubiinimäärityk-
sestä. Näytteenotto helpottuu, koska tarroista ei tarvitse etsiä suojausmerkintää. 
Ohjeistuksia pystyttään muuttamaan muissakin kemian laboratorioissa, jos tie-
toa halutaan jakaa. On kuitenkin hyvä vielä testata kokonaisbilirubiinin käyttäy-
tymistä ääriolosuhteissa. 
 
 
9.1 Tutkimuksen luotettavuus 
 
Kvantitatiivisen tutkimuksen laatua arvioidaan reliabiliteetilla ja valideetilla. Re-
liabiliteetti on tutkimuksen kyky antaa pysyviä mittaustuloksia, eli tutkimus ei 
saa anna sattumanvaraisia tuloksia. Tarkan ja luotettavan tutkimuksen määrit-
tää se, että tutkimuksen mittauksista saadaan sama tulos tutkijasta riippumatta. 
Jo tutkimuksen aikana arvioidaan reliabiliteettia. (Vilkka 2007, 149.) 
 
Tässä tutkimuksessa pyrittiin kirjaamaan tarkasti toiminnat jo suunnitteluvai-
heessa, jolloin toiminta oli johdonmukaista ja luotettavaa. Kaikista tutkimuksen 
vaiheista tehtiin tarkat suunnitelmat. Työtä toteuttaessa ei tapahtunut mitään 
vaikeuttavia tai häiritseviä yllätyksiä. Yllätyksiin oli kuitenkin myös varauduttu ja 
tehty vaihtoehtoiset toimintasuunnitelmat. Vaikka työssä käytettiin apuvoimia 
näytteenottoon, pystyttiin kuitenkin kontrolloimaan tilannetta hyvän ohjeistuksen 
avulla (liite 3). Tutkimuksen pystyy tämän raportoinnin perusteella toteuttamaan 
samankaltaisesti ja saamaan samoja tuloksia kuin mitä on tähän raporttiin saa-
tu. 
 
Valideetti kertoo, miten hyvin tutkimuksessa saatiin mitattua sitä, mitä oli tarkoi-
tus mitata. Jos tutkimuksessa ei tapahtunut systemaattisia virheitä, eikä har-
hauduttu aiheesta käsitteiden tasolla, tutkimuksen validius on hyvä. (Vilkka 
2007, 150.) Työssä mitattiin valon vaikutusta bilirubiiniin. Muut muuttujat pyrittiin 
poistamaan antamalla kaikille näytteille samat olosuhteet tutkimuksen eri tilan-
teissa. Esimerkiksi valolle altistus tapahtui kaikille näytteille samassa paikassa. 
Näytteet pysyivät tässä samassa määrätyssä paikassa koko tutkimuksen ajan, 
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vaikka niiden valolle altistus olikin jo suoritettu. Ympäristö- ja lämpötilaolosuh-
teet saatiin siis vakioitua kaikille näytteille. Koko tutkimuksen ajan tiedettiin, mitä 
tutkittiin ja mihin keskityttiin. Aihetta ei ole laajennettu tai supistettu tutkimuksen 
kuluessa. Tutkimus eteni määrätietoisesti ja suunnitellusti aina loppuun asti. 
 
 
9.2 Tutkimuksen eettisyys 
 
Etiikka on määritelmä hyvästä ja pahasta tai oikeasta ja väärästä. Tutkimukses-
sa eettisyys on määritelty tarkemmin, koska ihmisten mielipiteet oikeasta ja vää-
rästä ovat eritasoisia ja niihin suhtaudutaan eri tavoin. (Hirsjärvi ym. 2008, 23.) 
 
Tutkijalla on vastuu tuntea ja toimia tutkimuksessaan eettisten periaatteiden 
mukaisesti. Edellytyksenä on toimia hyvän tieteellisen käytännön mukaisesti.  
Opetusministeriön asettama tutkimuseettinen neuvottelukunta on määrittänyt 
hyvän tieteellisen käytännön ohjeet. (Hirsjärvi ym. 2008, 23.) 
 
Tutkimuksesta tehtiin tutkimuslupahakemus ja mukaan lähetettiin myös työ-
suunnitelma. Näiden pohjalta organisaation johtajalääkäri hyväksyi tutkimuksen 
ja antoi luvan sen suorittamiseen. Eettisyyttä noudattaen tutkimukseen ei ke-
tään pakotettu osallistumaan tutkimukseen. Tutkimukseen osallistuminen oli 
vapaaehtoista. Vapaaehtoisella oli mahdollisuus myös peruuttaa osallistumi-
sensa. Peruutus tuli ilmoittaa laboratorioon ennen näytteiden analysointia. Yh-
tään peruutusta ei tullut. Koko tutkimusprosessin ajan oltiin rehellisiä, huolellisia 
ja tarkkaavaisia. Tutkimukseen käytettiin kriteerien mukaisia ja eettisiä tiedon-
hankintamenetelmiä, tutkimuskäytäntöjä ja arviointia. 
 
Tieteellisessä kirjoittamisessa lähdeviitteet ovat tärkeitä. Viittausten perusteella 
voidaan erottaa, mikä on kirjoittajan omaa uutta tekstiä ja mikä aikaisemmin 
julkaistua ja toisten tekemää. Viittauksilla annetaan siis oikeutettu arvo ja kunnia 
tekstin oikealle kirjoittajalle. Toisen kirjoittamaa tekstiä esiteltäessä omana tuo-
toksena kutsutaan plagioinniksi, eli tietojen varastamiseksi. Plagiointi on rikos, 
josta on säädöksiä tekijänoikeus- ja plagiointia koskevassa .lainsäädännössä. 
Kirjoitettaessa toisen tekstin pohjalta on aina muistettava tekijän oikeus omaan 
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työhönsä, eli alkuperäinen kirjoittaja on mainittava tekstissä ja lähteissä. (Kniivi-
lä, Lindblom-Ylänne & Mäntynen 2007, 104 - 105.) 
 
Tässä tutkimuksessa toisen kirjoittamaa tai antamaa tietoa ei plagioitu. Toisen 
kirjoittamalle tekstille annettiin sille kuuluva kunnia ja lähteet sekä viittaukset 
merkittiin huolellisesti. Muiden tutkimukset ja heidän saavutuksensa huomioitiin 
ja annettiin niille kuuluva arvo. Tutkimus suunniteltiin mahdollisimman tarkasti ja 
vaatimusten mukaisesti. Se suoritettiin myös tarkasti suunnitelmassa kuvatulla 
tavalla. Raportointi tehtiin samoja kriteerejä noudattaen harhaanjohtamatta ja 
tietoa pois jättämättä. Tutkimustulokset julkistettiin avoimella luonteella. Tulok-
set kerrottiin sellaisina kuin ne oli saatu ilman vääristämistä, kaunistelua, sepit-
tämistä tai harhauttamista todellisuudesta. 
 
 
 
9.3 Jatkotutkimusaiheita 
 
Tämä tutkimus toteutettiin oman aikataulun ehdoilla, joten näytteiden analysointi 
suoritettiin toukokuussa. Jatkotutkimuksena voitaisiin tutkia näytteiden käyttäy-
tymistä ääriolosuhteissa eli voimakkaassa auringonvalossa. Voitaisiin myös 
käyttää eripituisia altistusaikoja, jolloin saataisiin selville, minkä ajan ylittäessä 
kokonaisbilirubiinin hajoaminen on tilastollisesti merkittävää. Tutkimus voitaisiin 
myös tehdä muusta näytemateriaalista, esimerkiksi kokoverestä. 
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25 12,9 12,2 10,0 3,6 
26 9,0 8,5 8,4 2,3 
27 11,3 10,2 9,6 1,7 
28 36,3 35,5 34,3 18,0 
29 4,0 3,5 3,2 0,8 
30 10,7 9,9 8,4 2,0 
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